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 小動物用K-1型全身麻酔器（Igarashi Medical Industry Corp., Japan）を使用し、フロ
ーセン、笑気、酸素による吸入麻酔下に手術を行った。手術中はHeating Pad System 
FST-HPS（Fine Science Tools Inc., Canada）を用いてマウスの直腸温を約 37℃に維持し
た。	  
	 マウスの胸椎部背側を除毛し、正中に約 1.5 cmの縦切開を加えた。顕微鏡下にマイクロ
ロンジュールを用いて第 10胸椎椎弓を切除し、硬膜を露出した。脊髄損傷モデルの作製
にはNYU impactor Device（Rutgers, USA）を用いた[28]（図３）。このNYU impactor 
Deviceは脊髄損傷モデル作製用の標準的な装置で、脊髄損傷に関する実験において世界的
に広く使用されているものである。第 8、12胸椎を把持し胸椎を固定した後、重さ 10 g
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の impact rodを 3 mmの高さより第 10胸椎髄節部中央の硬膜上に落下させ、脊髄損傷を
作製した。衝撃荷重をモニタリングして、期待値（落下速度 0.24 m/sec、落下時間 36.45 
msec）から 10％以上誤差があったモデルは除外した。直ちに閉創し覚醒させた。なお、





	 ラパマイシン（Calbiochem, USA）をDMSOで溶解し 25 mg/mlの溶液を作製した。




















	 損傷後 24時間および 3日目のマウスから第 10胸椎高位の脊髄を採取し、ウエスタンブ
ロットを用いて、phosphorylated-p70S6K、LC3、Beclin 1の蛋白量を評価した。採取し
た脊髄をLysisバッファー（50 mM Tris HCl (pH = 7.6), 20mM MgCl2, 150mM NaCl, 




	 Quick Start Bradford Protein Assay Kit（Bio-Rad, USA）を用い、Bradford法で抽出
液の蛋白濃度の計測を行った。一定量の蛋白（30 µg）を 8％濃度（phosphorylated-p70S6K）
および 15％濃度（LC3, Beclin 1）のアクリルアミド・ゲルを用いたSDS-PAGEで分離し
た。その後、Polyvinylidene difluoride membrane（Bio-Rad, USA）に、12Vで 40分の
転写を行った。メンブレンを 5%スキムミルクと室温で 1時間反応させブロッキングを行
った後、一次抗体として 1000倍希釈のウサギ抗 phosphorylated-p70S6K抗体（Cell 
signaling Technology, USA）、500倍希釈のウサギ抗LC3抗体（MBL, USA）、100倍希
釈のウサギ抗Beclin 1抗体（Santa Cruz Biotechnology, USA）と 4℃で一晩反応させた。
1000倍希釈のHRP標識二次抗体と室温で 1時間反応させた後、ECL Western Blotting 
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Detection System（Amersham Biosciences, Otelfingen, Switherland）を用いて、蛋白バ
ンドを検出した。Digital luminescent image analyzer LAS-1000（Fujifilm, Japan）で、
メンブレン上のバンドを撮影した。Image J version 1.42q（Wayne Rasband National 









包埋を行った。包埋した脊髄から、250 µm間隔、厚さ 7 µmの脊髄横断連続切片を作製
した。250 µm間隔で作製した脊髄連続切片の中で、後述する luxol fast blue染色で脊髄
白質面積が最も少ない切片を損傷中心と定義した。損傷中心部および 250 µm間隔で頭
側・尾側に各 4箇所から採取した計 9箇所の切片を、次に述べる染色に使用した。 
 
免疫組織化学染色 
	 損傷後 3日目の脊髄組織標本を用いてLC3およびBeclin 1の、また損傷後 42日目の組
織を用いて神経細胞に特異的なマーカーNeuNの免疫組織化学染色を行った。脊髄組織標
本を脱パラフィン化し、二次抗体非特異的反応をブロックするために、3％スキムミルク
と 5％Fetal Buvine Serumを用いて室温で 2時間反応させた。一次抗体として 100倍に
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希釈したウサギ抗LC3抗体（MBL, USA）およびウサギ抗Beclin 1抗体（Santa Cruz 
Biotechnology, USA）、またマウス抗NeuN抗体（Chemicon, USA）を用いて 4℃で一晩
反応させた。二次抗体として 500倍に希釈したAlexa Fluor 594標識抗ウサギ IgG抗体
（Invitrogen, USA）、またAlexa Fluor 488標識抗マウス IgG抗体（Invitrogen, USA）
を用いて室温で 1時間反応させた。核染色をVectashield containing DAPI to label the 
nuclei（Vecter Laboratories, UK）を用いて行った後、蛍光顕微鏡で観察した。 
 
LC3 および Beclin 1 陽性細胞数の計測 
	 LC3およびBeclin 1の免疫組織化学染色後の標本をイメージスキャナで読み込み、それ
ぞれ陽性細胞数をパーソナルコンピュータ上で計測した。LC3陽性細胞は、細胞質内が斑




Luxol fast blue 染色による脊髄白質面積計測 








価した。評価には損傷中心部およびその頭・尾側に 250 µm間隔で各 4箇所から採取した
計 9箇所の脊髄組織標本を使用した。LFB染色後の脊髄組織標本をイメージスキャナで読
み込み、脊髄白質の面積をパーソナルコンピュータ上で計測した。面積の計測には、Image 










	 損傷後 3日目の脊髄組織標本を用いて、Terminal  deoxynucleotidyl 
transferase-mediated dUDP nick end labeling (TUNEL) 染色を行った。染色には In 
Situ Cell Death Detection Kit (Roche, Switzerland) を使用した。脊髄組織標本を脱パラ
フィン化し、Protease Kを 37℃で 20分反応させた後、Terminal deoxynucleotidyl 
transferase (TdT) 反応液を 37℃で 60分間反応させ、DNA3’末端を標識した。核染色を








	 結果を平均値と標準偏差で示した。統計学的解析にはコンピュータソフト GraphPad 
Prism 5.0a (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA, USA)を用い、p < 0.05を有意と判断
した。LC3およびBeclin1陽性細胞数、ウエスタンブロット、白質面積、NeuNおよび
TUNEL陽性細胞数の比較には、unpaired T-testを用いた。BMS total scoreおよびBMS 





	 BMS total scoreで評価した運動機能は、ラパマイシン群、対照群ともに損傷の 4時間
後から改善し、28日目でプラトーに達した（図 4A）。平均点は、14日目から 42日目まで
対照群に比べてラパマイシン群の方が高く、21、28、35、42日目で有意差がみられた。
42日目のBMS total scoreの点数は、ラパマイシン群で 7-9（8.4±0.4）点、対照群で 5-8
（6.8±0.5）点だった。ラパマイシン群の 5例中 3例は体幹の不安定性がないか軽度で、
全 5例で歩行時に後肢が平行を保っていた。対照群の 5例中 4例は体幹の不安定性が重度
で、2例は歩行時に後肢は平行を保てず外旋していた。 





	 ウエスタンブロットでの phospholylated-p70S6Kの発現は、損傷後 24時間、損傷後 3
日目ともにラパマイシン群で低下していた（図 5A）。バンド濃度解析では、損傷後 24時
間で非損傷群（10.0 ± 1.8）、対照群（8.8 ± 1.1）に比べて、ラパマイシン群（2.3 ± 0.9）
で発現が有意に低下していた（P = 0.005, P = 0.002）。損傷後 3日目では、非損傷群（10.0 







（54.0 ± 9.0）に比べて対照群（227.3 ± 75.8）が有意に多かった（P = 0.012）。また、対
照群に比べてラパマイシン群（401.5 ± 77.5）が有意に多かった（P = 0.018）（図 6T）。 
	 ウエスタンブロットでのLC3-IIの発現は、非損傷群と対照群に比べて、ラパマイシン
群で上昇していた（図 7A）。バンド濃度解析では、LC3-Ⅱの発現は、非損傷群（1.0 ± 0.4）
に比べて対照群（4.7 ± 0.5）で有意に上昇していた（P = 0.001）。また対照群に比べてラ
パマイシン群（7.3 ± 0.8）で有意に上昇していた（P = 0.035）（図 7B）。 
 
Beclin 1 の評価 
	 Beclin 1の免疫染色では、非損傷群に比べて、ラパマイシン群と対照群でBeclin 1陽性
細胞が多く観察された（図 8A-S）。Beclin 1陽性細胞数を計測した結果、Beclin 1陽性細
胞数は、非損傷群（8.7 ± 1.5）に比べて対照群（974.0 ± 76.7）で有意に上昇していた（P 
< 0.001）。また、対照群に比べてラパマイシン群（1199.0 ± 416.9）で上昇していたが有意
差はなかった（P = 0.329）（図 8T）。 
	 	 ウエスタンブロットでのBeclin 1の発現は、非損傷群に比べて、対照群とラパマイシ
ン群で上昇していた（図 9A）。バンド濃度解析では、ウエスタンブロットでは、Beclin 1
の発現が非損傷群（1.0 ± 1.2）に比べて対照群（6.1 ± 1.2）で有意に上昇していた（P = 0.001）。
また、対照群に比べてラパマイシン群（7.4 ± 1.8）で上昇していたが有意差はなかった（P 












された（図 11A-M）。NeuN陽性細胞数を計測した結果、対照群（15.8 ± 6.6）に比べてラ





結果、対照群（343.0 ± 74.4）に比べてラパマイシン群（156.0 ± 54.5）が有意に少なかっ
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Ａ：NYU Impactor Device 
Ｂ：顕微鏡下に第１０胸椎椎弓を切除し、硬膜（矢印）を露出した。直径1.5 
mm、重さ10 gのImpact rod（矢頭）を3 mmの高さから硬膜上に落下させ、脊
髄損傷を作製した。 













（*P < 0.05, **P < 0.01, 各群n = 5） 
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(Scale bars = 100 !m) 
J-R：強拡大像では、LC3陽性細胞（Q, R: 矢頭）の細胞質内が斑点状に染
色されていた。  


























(Scale bars = 100 !m) 
J-R：強拡大像で、Beclin 1陽性細胞（Q, R：矢頭）が確認できる。 



































































(Scale bars = 100 !m) 
G-L：強拡大像で、NeuN陽性細胞（K, L：矢頭）が確認できる。 
(Scale bars = 10 !m) 
M：組織像A-Lは、脊髄の右腹側部（四角内）を撮像した。 
N：NeuN陽性細胞数は、ラパマイシン群で有意に多かった。 








(Scale bars = 100 !m) 
G-L：強拡大像で、TUNEL陽性細胞（K, L：矢頭）が確認できる。 
(Scale bars = 10 !m) 
M：組織像A-Lは、脊髄の左背側部（四角内）を撮像した。 
N：TUNEL陽性細胞数は、ラパマイシン群で有意に多かった。 



































































　BMS total scoreが４点以下ならsubscoreは０点で算出し、total scoreが
５点以上のときにsubscoreも算出する。 
　足関節の動きがあっても足底接地ができなければ０点、正常運動で１１点
となる。
 
